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(57) Abstract 

The invention pertains to a process for dc- 
yebping mammals with definite genetic features, 
including transgenic mammals. In order to obtain 
in one single step animals entirely derived from 
ES cells (embryonic stem cells), in vitro geneti- 
cally engineered and culnired totipotent cells (em- 
bryonic stem cells or embryonic germ cells) arc 
Injected Into tetraploid blastocysts, and the result- 
ing embryo is implanted into a surrogate mother. 

(57) Zusainmenfassung 

Verfahren zur Herstellung von Sflugetieren 
mit dcfinierten gcnctischcn Eigcnschaftcn, 
insbcsondere transgenen Saugeticicn. D«rch 
Injcktion von in viiro gcnetisch manipulierten und 
gwiichtctcn totipotcoten Zellen (cmbryonische 
Stammzcllcn odcr embiyontsche Keimzellen) 
in teiraploide Blastozysten und Einfilbning 
des erhaliencn Embiyos In eine Ammenmutter 
werdcn in cinem Arbeitsschritt Tiere erhalten, die 
vollstandig von ES-Zellen abgeleitet sind. 
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SQHAFl?[f HERSTCLLUNG VON SAUGEHEREN MIT DEFINIERTCN GENEnSCHEN EIGEN- 



Die Erfindung bezieht sich auf die Herstellung von 
Saugetieren mit definierten genetischen Eigenschaften 
xnsbesondere auf die Herstellung transgener Tiere. 

Transgene Tiere sind Organismen, in deren Keimbahn 
permanente genetische VerSnderungen eingeffihrt wurden- 
ein neu eingefOhrtes Gen wird als Transgen feezeichnet' 
Transgene Tiere stellen fur die moderne Biologie ein 
unverzichtbares Werkzeug dar, die gewebsspezif ische 
Regulation von Genen und deren Funktion bei der 
Entwicklung und bei Erkrankungen zu analysieren. Die 
transgene Technologie bietet ferner die Moglichkeit 
Tiermodelle fur Erkrankungen des Menschen zur Verfii^g 
zu stellen sowie grofie Mengen von Proteinen in Parm- 
Tieren zu produzieren. 

Bei der bisher am haufigsten verwendeten Technik zur 
Herstellung transgener Tiere wird rekombinante DNA in 
die befruchteten Eier mikroinjiziert; eine weitere 
Technik. um Gene in Tierembryonen einzufuhren, benutzt 
Viren, meist rekombinante retroviral Vektoren (siehe 
den Ubersichtsartikel von Wagner und Keller, 1992) . 

Die dritte und jfingste Technik, um fremdes genetisches 
Material in Tiere einzufuhren, raacht sich das Potential 
embryonaler Stammzellen (ES-Zellen) zunutze, chimare 
Txere auszubilden. Sauge tierembryonen haben die 
Pahigkeit, wShrend ihrer Entwicklung fremde Zellen 
einbauen zu k6nnen. Zwei verschiedene Pra- 
Implantations-Embryonen, f^ir gewohnlich Morulae, werden 
in vitro aggregiert; dies ergibt einen chim^ren Embryo, 
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der eine Mischung beider Embryonen darstellt. Diese 
Embryonen werden anschliefiend in eine scheintrachtige 
Maus, die als Ammenmutter fungiert, Qbertragen; die 
erhaltenen chimaren Nachkonunen weisen in ihrenGeweben 
einen ynterschiedlichen Anteil von Zellen auf , die 
jeweils aus einem der beiden ursprOnglichen Bilibryonen 
stanmen. Die Kombination dieser Methode mit der 
Verwendung von ES-Zellen erwies sich als sehr wirksam 
fur die Herstellung genetisch manipulierter Tiere. 

Embryonale Stanimzellen leiten sich von der inneren 
Zellmasse ("inner cell mass", ICM) von Blastozysten ab- 
sie sind totipotente Zellen, die sich zu samtlichen 
Zell-Abstammungsreihen (cell lineages), einschliefilich 
Keamzellen entwickeln konnen, wenn sie durch Injektion 
xn diploids Blastozysten oder durch Aggregation ndt 
Morulae in einen Embryo eingefOhrt werden (Robertson 
1987; Bradley, 1987; Beddington and Robertson. 1989-' 
Nagy et al.. 1990). ES-Zellen konnen aus Blastozyst^ 
isoliert und anschliefiend als permanente Zellinien 
etabliert werden, wenn sie unter gut definierten, genau 
emzuhaltenden Kulturbedingungen. gezuchtet werden; sie 
konnen genetisch tnanipuliert werden. Aufgrund dieser 
Pahigkeit stellen sie ein wirksames Werkzeug zur 
Modifikation des Saugetier-, insbesondere des 
Mausgenoms dar, indem z.B. rait ihrer Hilfe gezielte 
Mutationen oder andere genetische Veranderungen in die 
Tiere eingefuhrt werden (Wagner et al., 1991; Rarairez- 
Solis et al., 1993; Skames, 1993; Bronson and 
Smithies, 1994) . 

Seit einiger Zeit stehen Zellen der Bezeichnung 
"embryonale Keimzellen" ("Embryonic germ cells"- 
"EG Zellen-) zur Verffigung, die aus primordialen 
Keimzellen zu immortalisierten Zellinien gezuchtet 
werden k6nnen und ES-Zellen in vieler Hinsicht ahnlich 
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Sind. u.a. sind EG-2ellen totipotent, konnen wie 
ES-Zellen manupuliert werden und bilden Keimbahn- 
Chimare aus, wenn sie in Blastozysten eingefiihrt werden 
(Donovan et al., 1997). 

Itn Laufe der letzten Jahre wurden verschiedene 
experimentelle Techniken entwickelt, urn Tiere 
herzustellen, die von totipotenten Zellen abgeleitet 
sind. (Totipotente Zellen sind Zellen mit der 
Pahigkeit, sich 2U samtlichen somatischen Zellen sowie 
2u Keimzellen zu differenzieren. ) Diese Methoden hatten 
xm Pall von ES-Zellen, vorrangig zum Ziel, das gesamte 
Entwicklungspotential von ES-Zellen in vitro zu 
erhalten (Williams et al., 1988; Smith et al., 1988) 
und das Entwicklungspotential der Wirtszellen bei der 
Bildung von Chimaren zu beschranken und somit die 
Haufigkeit der Bildung von Keimbahn-Chimaren zu erhdhen 
(Nagy et al., 199O; Kaufman und Webb, 1990). Einer der 
wichtigsten Fortschritte bei der Entwicklung dieser 
Techniken ist die Verwendung von tetraploiden Embryonen 
als Wirtszellen, weil tetraploide Zellen nach der 
Implantation nur ein beschranktes Potential zur 
Entwicklung aufweisen (Nagy et al., 1990; Kaufmann und 
Webb, 1990; Kubiak und Tarkowski. 1985) . Wenn 
tetraploide mit diploiden Embryonen aggregiert werden, 
ist die Dif ferenzierung der tetraploiden Zellen 
weitgehend auf das primitive Bndoderm und das 
Trophectoderm beschrSnkt, welche in der Folge 
extraembryonale Gewebe bilden, wahrend die diploiden 
zellen den eigentlichen Embryo ausbilden k6nnen (James 
und West, 1994; James et al., 1995). 

In einer f rflheren Arbeit wurden verschiedene 
ES-Zellinien mit Morulae aggregiert, urn auf diese Weise 
Foten herzustellen, die vollstSndig von ES-Zellen 
abstammen (vollstSndig von ES-Zellen abstammende 
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Organismen werden im folgenden als "ES-Tiere" z B 
"ES-Mause", bzw. ES-F6ten" bezeichnet) ; die erhaitenen 
ES-P6ten starben jedoch bei der Geburt (Nagy, 1990). 
Weitere Studien zeigten, daS lebensfahige und 
fruchtbare, ausschliefilich von ES-Zellen abstammende 
ES-MSuse erhalten werden kdnnen, wenn Wildtyp-Ri-zellen 
einer fruhen Passage (Nagy et al., 1993) oder TT2- 
Zellinien (Ueda et al., 1995) fur die Aggregation mit 
tetraploiden Morulae verwendet werden. 

ES-Mause wurden ferner hergestellt, indem in einem 
ersten Schritt ES-Zellen in diploide Blastozysten 
injiziert wurden, womit zunachst chimare Mause erhalten 
wurden; weitere Kreuzungen ergaben nach zwei 
Generationen ES-MSuse. Die Methode der Injektion in 
Blastozysten wurde zunachst von Gardner, 1968, eine 
vereinfachte Version von Bradley und Robertson, 1986 
sowie von Bradley, 1987, beschrieben. 

Das Ziel, durch Verwendung von ES-Zellen aus spateren 
Passagen lebensfahige ES-Mause zu erhalten, wurde mit 
den bisher verfugbaren Methoden nicht erreicht (Nagy et 
al., 1993); die Herstellung von ES-Mausen unter 
verwendung von genetisch modif izierten ES-Zellen schien 
uberhaupt nicht moglich. (Die Verwendbarkeit von ES- 
Zellen aus spateren Passagen ist vor allem in, Hinblick 
auf die Verwendung von Zellinien von Bedeutung, ferner 
im Hinblick auf Verwendung genetisch veranderter ES- 
Zellen, deren Selektion naturgemSfi mit einer Erhdhung 
der Passagenanzahl einhergeht.) 

Der vorliegenden Erf indung lag die Aufgabe zugrunde 
ein neues Verfahren bereitzustellen, mit dem Saugetiere 
mxt definierten genetischen Eigenschaf ten, insbesondere 
transgene Saugetiere, erhalten werden konnen, die 
vollstandig von totipotenten Zellen abgeleitet sind 
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Die gestellte Aufgabe wird durch ein Verfahren zur 
Herstellung von Saugetieren mit definierten genetischen 
Eigenschaften, insbesondere transgenen Saugetieren, 
gelost, bei dem totipotente Zellen derselben 
saugetierspezies in Blastozysten eingeffihrt warden und 
der erhaltene Embryo in eine Arnmenmutter transferiert 
wird. Das verfahren ist dadurch gekennzeichnet , dafi 
totipotente Zellen mit definierten genetischen 
Eigenschaften in tetraploide Blastozysten eingefuhrt 
werden. 

Mit Hilfe des erfindungsgemafien Verfahrens konnen Tiere 
erhalten werden, die vollstSndig von totipotenten 
Zellen abgeleitet sind. Das erf indungsgemafie Verfahren 
bxetet den Vorteil, in einem einzigen Schritt aus in 
vitro gezuchteten totipotenten Zellen (ES-Zellen oder 
EG-Zellen) vollstandig von totipotenten Zellen 
abgeleitete Tiere zu erhalten. 

Unter den Begriff "transgene Saugetiere" fallen im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung def initionsgemtS 
Tiere, die eine permanente genetische VerSnderung 
beliebiger Art tragen. 

Tiere, die "vollstandig von totipotenten Zellen 
abgeleitet" sind, enthalten vorzugsweise zu 100% 
Zellen, die von ES-Zellen oder EG-Zellen stammen. Die 
Tiere konnen jedoch einen geringen Anteil, vorzugsweise 
nicht mehr als 10%, an Zellen aufweisen, die von den 
tetraploiden Blastozysten abgeleitet sind. 

in einer bevorzugten Aus fuhrungs form der Erfindung sind 
die Saugetiere MSuse; das Verfahren kann jedoch 
grundsatzlich auf samtliche Saugetiere Anweridung 
finden, von denen ES-Zellen oder EG-Zellen erhalten 
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warden konnen. Voraussetzung dafur, totipotente Zellen 
von anderen Saugetieren als Mausen zu erhalten, ist die 
Definition von Bedingungen, die die Ziichtung von 
ES-Zellen oder primordialen Keimzellen aus diesen 
Organismen und die Btablierung von ES- bzw. 
EG-Zellinien erlauben, u.a. das Brfordernis von 
spezifischen Wachstumsf aktoren sowie von Peeder-Zellen 
fur die Co-Kultivierung mit den ES-Zellen oder 
EG-Zellen. Diese Bedingungen konnen mit Hilfe von 
Serienversuchen empirisch erraittelt werden. 

Die Isolierung von ES-Zellen aus Blastozysten, die 
Etablierung von ES-Zellinien und deren anschlieSende 
Zuchtung werden nach herkdramlichen Methoden 
vorgenonmen. wie z.B. von Doetchmann et al., 1985- Li 
et al., 1992; Robertson, 1987; Bradley, 1987; Wurst und 
Joyner, 1993; Hogan et al., 1994; Wang et al 1992 
beschrieben. Die Zuchtung von EG-Zellen kann nach 
Methoden, beschrieben im Obersichtsartikel von Donovan 
et al, 1997, sowie in der dort zitierten 
Originalliteratur, erfolgen. Totipotente Zellinien 
z.B. Maus-ES-Zellinien, konnen in Vorversuchen darauf 
getestet werden, ob sie aufgrund ihres 
Entwicklungspotentials fur die Verwendung im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung geeignet sind. Dazu konnen 
zellen der interessierenden Linien in diploids Maus- 
Embryonen injiziert. die erhaltenen Embryonen in 
Ammenmutter eingebracht und die Jungen auf 
Chimarismusrate sowie auf Hauf igkeit der Ausbildung von 
Keimbahnchimaren untersucht werden. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung sind 
die totipotenten Zellen ES-Zellen. 

dureh Elektrofueion von Zwel-Zell-Embryonen erhalten 



wo 98/06834 



7 



PCT/EP97fl)4352 



und anschliefiend geziichtet werden, wie z.B. von James 
et al., 1992; Nagy und Rossant, 1993; oder von Kubiak 
und Tarkowski, 1985 beschrieben. 

Die Binfuhrung der ES-Zellen oder EG-Zellen in die 
Blastozysten wird ebenfalls in an sich bekannter Weise 
vorgenoramen. Bevorzugt im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung ist die Methode der Mikroinjektion, wie z B 
von Wang et al., 1991, beschrieben. Bei der 
herkommlichen Mikroinjektion werden in einer 
Mikromanipulationsapparatur ca. 5-10 ES-2ellen die 
einer Einzel-Zellsuspension entnommen wurden, in eine 
Blastozyste, die mittels Haltepipette iimnobilisiert 
wurde. injiziert. Dann werden die Embyonen mindestens 
3 h lang, gegebenenfalls Ober Nacht, inkubiert. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung 
werden genetisch manipulierte totipotente Zellen 
verwendet, urn transgene Tiere zu erhalten. 

Bezuglich der Art der genetischen VerSnderung der 
totipotenten Zellen gibt es keinerlei Beschrankungen • 
Es konnen Gene uberexprimiert , mutiert oder, im 
Hinblick auf die Herstellung von sog. "Knock-Out- - 
Tieren, ausgeschaltet werden; femer k6nnen Premdgene 
anseriert oder intrachromosomale Deletionen vorgenonunen 
werden. Die genet ische VerSnderung kann auf einem oder 
auf beiden Allelen vorgenommen werden, letzterer Ansatz 
wurde 2.B. von Hilberg und Wagner, 1992, fur die 
Ausschaltung des c-jun-Gens beschrieben. Dafi die 
vorliegende Erfindung eine genetische Veranderung auf 
beiden Allelen erm6gllicht, ist ein besonderer Vorteil- 
mit den Methoden des Standes der Technik war es nur 
moglich, nach weiteren Kreuzungen und langwieriger 
Zuchtung von Tieren, die eine genetische Veranderung 
auf einem Allel aufwiesen, transgene Tiere zu erhalten 
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in denen beide Allele die gewunschte Veranderung 
trugen. 

Fur die genetische Manipulation der totipotenten Zellen 
konnen herkdnmiliche Methoden verwendet werden. Im 
allgemeinen werden Plasmide, vorzugsweise linearisierte 
Plastnide, verwendet, die die gewunschte genetische 
Veranderung tragen. Im Hinblick auf die 
Selektionierbarkeit der genetisch veranderten ES-Zellen 
enthalten die Plasmide zweckmafiig ein Marker-Gen, z B 
das Neomycin-, Hygromycin- oder Puromycinresistenzgen, 
unter Kontrolle eines Promoters, im Hinblick auf die ' 
Expression eines auf dera Plasmid enthaltenen Gens in 
den Wirtszellen kann das Plasmid 

Genexpressionskontrollsequenzen, z.B. einen in ES 
Zellen bzw. EG-Zellen funktionellen, starken Promoter, 
wie den PGK(Phosphoglycerinkinase) -Promotor, enthalten. 

Die Methoden, mit denen das Plasmid in die Zellen 
eingefuhrt wird, sind literaturbekannte 
Standardmethoden fur den in vitro Transfer von DNA in 
Saugetierzellen, z.B. Elektroporation, Calciumphosphat- 
Prazipatation, oder Methoden auf der Grundlage der 
Rezeptor-vermittelten Endozytose, geoffenbart z.B. in 
der WO 93/07283. 

Eine weitere Methode zur Einfuhrung genetischer 
Veranderungen in den totipotenten Zellen benutzt Viren, 
z.B. rekombinante retrovirale Vektoren; bzgl. auf dem ' 
Vektor enthaltenen Sequenzabschnitten, die die 
Selektion genetisch veranderter Zellen bzw. die 
Expression in der Zelle ermoglichen, gilt grundsatzlich 
das zu den Plasmiden Gesagte (Wagner und Keller, 1992; 
Stewart et al., 1985). 
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Mit Hilfe des erf indungsgemaJSen Verfahrens ist es 
moglich, lebensfahige und fruchtbare transgene 
Saugetiere, insbesondere ES oder EG-Mause, aus in vitro 
genetisch ver&iderten totipotenten Zellen routinemafiig 
herzustellen. 

Mit Hilfe des erfindungsgemafien Verfahrens konnen u.a. 
aus genetisch manipulierten totipotenten Zellen, die 
2.B. ein spezifisches Gen uberexprimieren oder in denen 
ein spezifisches Gen inaktiviert wurde, transgene Tiere 
reproduzierbar hergestellt werden, die u.a. f^ir 
Genfunktionsstudien oder ffir die Produktion von 
Proteinen verwendet werden konnen. Das erf indungsgemaSe 
Verfahren bietet gegeniiber herkoraralichen Methoden zur 
Herstellung transgener Tiere eine leistungsfahige. 
schnelle und wirtschaf tliche Mdglichkeit, mutante' 
Tierfoten, insbesondere MausfSten, sowie transgene 
Stamme direkt aus totipotenten Zellen, in denen die 
gewunschten genetischen VerSnderungen vorgenommen 
wurden, herzustellen. 

Alle drei im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
untersuchten ES-Zellinien der Bezeichnung D3, Rl und 
GSl bildeten nach Injektion in diploide Blastozysten 
Keimbahn-Chimaren aus. Bei Injektion in tetraploide 
Blastozysten wurden lebende ES-Mause aus Rl- und GSl- 
Zellen erhalten. Mit DS-Zellen gelang es nicht, auch 
nicht mit Zellen einer fruhen Passage {Passage 9) , nach 
injektion von ES-Zellen in tetraploide Blastozysten 
lebende ES-MSuse herzustellen. Dies steht im Einklang 
mit fruheren Beobachtungen aus Aggregationsversuchen 
(Nagy et al, 1990; siehe auch Tab.2) mit diesen 
Zellen. Die Unfahigkeit von D3-Zellen, lebensfahige ES- 
Mause zu bilden, ist vermutlich nicht darauf 
zurQckzufCihren, daS diese Zellen ihr 

Entwicklungspotential verloren haben; D3 -Zellen wurden 
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bereits hSufig in sog. "Gene -Targeting" - Versuchen 
eingesetzt, wobei nach deren Injektion in diploide 
Blastozysten eine hohe Chimarismusrate und Keimbahn- 
Chimaren erhalten werden konnten (Urbanek et al., 1994. 
Wang et al., 1992; Wang et al., 1994; siehe auch 
Tab.l). Es ist jedoch m6glich, dafi das Potential von 
D3-Zellen, zu einigen Zelltypen zu dif f erenzieren, die 
kritisch fur die Anpassung des Fotus an das postnatale 
Leben sind, aufgrund unbekannter genetischer oder 
epigenetischer Veranderungen beeintrachtigt ist. Diese 
Annahme wird durch die Beobachtung gestutzt, daS D3- 
Zellen in der Lage sind Fdten zu produzieren, die sich 
zum nornialen Geburtstermin entwickeln, dafi jedoch die 
Neugeborenen nicht in der Lage sind, die Atmung 
aufrechtzuerhalten, sowie dafi sie ein erhdhtes 
Korpergewicht und Polytaktylie aufweisen und bei der 
Geburt sterben. Diese Eigenschaften erinnem an die 
phanotypischen Merkraale von Mausen, denen das 
"imprinted" Igf2/Mpr-Gen fehlt (Wang et al., 1994; Lau 
et al., 1994); es kSnnte daher sein, daS geprSgte 
("imprinted") Gene oder Gene, welche das Wachstum der 
Foten regulieren, fur den beobachteten Effekt 
verantwortlich sind. Wahrend in der Uragebung von 
Wirtszellen diploider Embryonen fehlerhafte Funktionen 
der ES-Zellen von den Wirtszellen komplementiert werden 
dQrften, scheint das den D3-Zellen aufgrund ihrer 
Undifferenziertheit eigene Entwicklungspotential, alle 
funktionellen Zelltypen bilden zu konnen, in einer 
vollstandig von ES-Zellen stammenden Utngebung 
eingeschrankt zu sein. Die Einfuhrung von verschiedenen 
Wildtyp-ES-Zellen in tetraploide Embryonen, zweckinafiig 
in Serienversuchen, kann daher als schneller und 
sicherer Test dienen, urn die Eignung von ES-Zellen fur 
die Verwendung im Rahmen der vorliegenden Erfindung zu 
uberprufen. 
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Der genet ische Hintergrund der jeweiligen Mausstamme, 
von denen die verschiedenen ES-Zellen stammen, durfte 
ein weiterer Faktor sein, der die Lebensf ahigkeit der 
ES-Mause beeinflufit. Alle im Rahmen der vorliegenden 
Erfindung verwendeten ES-Zellinien stamtnten vora 
Mausstannn 129 ab: die Rl-Zellen stammten von einer 
Maus-Blastozyste aus einer Kreuzung zwischen den 
Substammen 129/Sv und 129/Sv-CP (Nagy et al., 1993) ab; 
GSl-Zellen stammten von 129/Sv/Ev. D3-Zellen 
(Doetchmann et al., 1985) und Jl-Zellen (Li et al., 
1992) stammten aus 129/Sv bzw. 129/terSv. TT2-Zellen, 
die ebenfalls ES-MSuse ergaben, stammten von einem 
hybriden Stamm Fl (C57BL/6 x CBA) (Yagi et al., 1993). 
Aufgrund der im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
erhaltenen Ergebnisse sowie frtiheren Arbeiten (Nagy et 
al., 1993, Ueda et al., 1995) kann nicht ausgeschlossen 
werden, daS ES.Zellinien, die von verschiedenen 
Mausstammen oder Substammen abgeleitet sind, 
unterschiedliche FShigkeiten zur Bildung lebensfahiger 
ES-Mause aufweisen. 



Die Eff izienz bei der Herstellung neugeborener ES-MSuse 
mittels Injektion von Wildtyp-Rl-Zellen in tetraploide 
Embryonen (14%) war hoher als die Herstellung mittels 
Aggregation (6% im Rahmen der vorliegenden Erfindung 
bzw. 7% in der von Nagy et al. (1993) beschriebenen 
Arbeit) . Dieses Ergebnis ist in Ubereinstlmmung mit 
einem Vergleich zwischen der Methode der Aggregation 
und der Injektion von ES-Zellen in diploide Embryonen 
(Wood et al., 1993). Die erf indungsgemSSe Verwendung 
von tetraploiden Blastozysten fQr die Injektionsmethode 
ergab, dafi einige ausgewahlte Rl-Zellklone, die langer 
als 24 Passagen in vitro kultiviert worden waren (z.B 
R169.2.3 und R-fra3), noch die Fahigkeit aufwiesen 
lebensfahige ES-Mause zu produzieren. Diese Ergebnisse 
sind bemerkenswert, insbesondere angesichts von 
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Resultaten fruherer Aggregations-Versuche, in denen 
Wildtyp-Rl-Zellen ihre Fahigkeit, lebensfShlge ES-Mause 
2u produzieren, nach Passage 14 verloren (Nagy et al., 
1993) . Die Grunde, warum die Injektion von ES-Zellen in 
tetraploide Blastozysten reproduzierbar zur Ausbildung 
von ES-Mausen fuhrt, sind nicht vollstandig geklart. Da 
ES-Zellen ursprunglich aus ICM von Blastozysten 
gewonnen werden und diesen ICM-Zellen auch sehr ahnlich 
sind (Beddington und Robertson, 1989) , ist es 
vorstellbar, dafi sowohl die raumliche Nahe von ES- 
Zellen und ICM als auch deren Konipatibilitat in der 
Entwicklung fiir diesen Effekt verantwortlich sind. 
Diese Annahme wird daruberhinaus durch die Beobachtung 
aus Vergleichsversuchen gestutzt, daS die Effizienz, 
chimare Mause zu erzeugen, geringer war, wenn ES-Zellen 
in diploide Morulae unterhalb der -zona pellucida" 
eingebracht wurden. als wenn die herkommliche 
Blastozysten-Injektionsmethode (Injektion in diploide 
Blastozysten) verwendet wurde. 

Die hohe Effizienz der erf indungsgemaSen Methode macht 
sie gegenuber den Methoden des Standes der Technik 
{Aggregation von ES-Zellen mit tetraploiden 
Blastozysten bzw. Injektion in diploide Blastozysten) 
Qberlegen und bietet die zur Zeit einzige Moglichkeit, 
mutante MSuse direkt von genetisch veranderten 
totipotenten Zellen zu erzeugen. 

Die Erzeugung von lebensfShigen mutanten Mausen direkt 
von genetisch raanipulierten totipotenten Zellen hat 
viele Vorteile. Da die fotalen CSewebe vollstandig von 
totipotenten Zellen abstammen, die genetisch 
modifizierbar sind, bietet diese Technik einen direkten 
Weg, um f Stales Material reinen ES- bzw. EG-Zell- 
Ursprungs ffir zellbiologische, rnolekularbiologische 
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Oder genetische Studien herzustellen (Forrester et al 
1991; Carmeliet et al., 1996). 

ES-F6ten reproduzieren die Expressionsrauster von 
spezifischen Genen, wie z.B. des Pax5-Gens bzw. einem 
-trapped" Gen, im Vergleich mit Foten, die durch 
Kreuzungen von heterozygoten mutanten Mausen, die aus 
denselben ES-Zellen hervorgegangen sind, verlSfilich. 
Vorteilhafterweise konnen ES-P6ten fiir 
Expressionsstudien verwendet werden, weil dadurch eine 
rasche Produktion von fotalem Material (einige Tage) 
ermoglicht wird, wMurend die konventionelle Zxichtung 
normalerweise vier bis f unf Monate dauert . 
Daruberhinaus rainimiert das veriasiiche und 
reproduzierbare Expressionsmuster in ES-P6ten mdgliche 
Komplikationen in herkonunlichen chimaren CSeweben, die 
definitionsgemaS sowohl aus Wildtyp- als auch aus 
mutierten ES-Zellen bestehen. Daher ist diese Technik 
fQr Studien uber Genfunktion oder zur Identifikation 
von neuen Genen, z:B: in "gene-trap" studien (Skames, 
1993) nutzlich. Es wurde gezeigt, daS rait Hilfe der 
erfindungsgemafien Methods (Injektion von ES-Zellen in 
tetraploide Blastozysten) , mutante Mauslinien, z B 
c-fos-Transgene und fra-1- "knock-out "-MSuse, direkt von 
mutanten ES-Zellen in ef fizienter Art und Weise 
hergestellt werden k6nnen. Das erf indungsgemaSe 
Verfahren bietet die MSglichkeit, aus ES-Zellen oder 
EG-Zellen, die fur die Integration und Expression von 
Transgenen vorselektiert wurden, transgene Mauslinien 
zu produzieren. Die Effizienz, Mause, die ein 
spezifisches Gen uberexprimieren, herzustellen, wird 
dadurch - itn Vergleich mit der herkdmmlichen 
Injektionsmethode, bei der diploids Blastozysten 
verwendet werden - signifikant verbessert Das 
erfindungsgemafie Verfahren wurde in mehreren Gen- 
Uberexpressions- und Inaktivierungsstudien angewandt 
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Daruberhinaus ist es tnoglich, tnit dieser Methode 
mutante Gewebe zum Studium spezifischer Effekte 
herzustellen. falls Inaktivierung oder Uberexpression 
zum Tod Oder zu beeintrachtigter Gametogenese in 
heterozygoten Mutanten oder gar in Chimaren fOhren 
sollte (z.B. siehe Carmeliet et al., 1996). 

Letztlich bietet das erf indungsgemaSe Verfahren die 
M6glichkeit, mutante Tierstamme, insbesondere 
Mausstamrne, rasch und wirtschaf tlich herzustellen und 
exnen schnellen Zugriff auf mutante Foten und Tiere zu 
haben, was einen wesentlichen Vorteil fur die Forschunq 
auf dem Gebiet der Mausgenetik darstellt. 

AuSer fflr die Herstellung transgener Tiere kann das 
erfindungsgemase Verfahren fQr die Herstellung von 
nicht genetisch veranderten ES-Tieren oder EG-Tieren 
die bestimmte erwQnschte Eigenschaften aufweisen 
verwendet werden. Dazu werden totipotents Zellen' 
exngesetzt, die ira Hinblick auf die erwiinschten 
Eigenschaften durch ZOchtungsversuche vorselektiert 
werden, um identische Tiere mit den entsprechendWn 
Eigenschaften zu erhalten. 



Pigurenubersicht 

Pig.l: Herstellung von tetraploiden Embryonen. 
Injektion von ES-Zellen in tetraploide 
Blastozysten 

Pig. 2: GPI-Analyse von neugeborenen ES-Mausen und von 
Nachkoinmen von ES-Mausen, die von Rl-Zellen 
abstammen 
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Fig. 3: Vergleich der iacZ-Genexpression in ES-F6ten und 
in Foten, die von heterozygoten Kreuzungen 
stammen 



In den folgenden Beispielen, die die vorliegende 
Erfindung veranschaulichen, wurden, wenn nicht anders 
angegeben, die folgenden Materialien und Methoden 
verwendet : 

a) Mause: Als Spender diploider Embryonen wurden 
C57BL/6-Mause und als Spender tetraploider Embryonen 
B6CBAF1-Mause (C57BL/6 x CBA) verwendet. Beide Stanm.e 
sxnd homozygot fur das Gpi-lb-Allel am Gpi-i Locus, das 
fur die Glukosephosphatisomerase (GPI) kodiert. 

b) ES-Zellen und Gentransfer: Es wurden folgende in der 
Literatur beschriebene ES-Zellen verwendet: 
D3-Zellen (Doetchmann et al., 1985) 

Rl-Zellen (Nagy et al., 1993) 
Jl-Zellen (Li et al., 1992) 

GSl-Zellen wurden aus Blastozysten des Substammes 
129/Sv/EV isoliert. Dieser Mausstanm. wurde aus einer 
chimaren Maus, erhalten nach Keimbahnubertragung von 
ES-Zellen des Genotyps von ABl, etabliert. ABl -ES- 
Zellen waren ursprxinglich vom Substamm 129/Sv/EV 
etabliert worden, wie von McMahon und Bradley 1990 
und von Papaioannou, 1993, beschrieben. Zur Isolienlng 

1987''r^''"."'^' wesentlichen die von Robertso!, 
1987, beschriebene Methode verwendet: Blastozysten 
wurden auf einer 4-Well-Platte auf Feeder-Zellen 
Plattiert, die ICM vermehrte sich nach 5 Tagen Kultur 
Die ES-2ell-ahnlichen Klunpen wurden mit einer Pipette 
zerteilt und auf eine neue Platte mit Peederzellen neu 
ausplattiert. Die expandierten ES-Zellen wurden 
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identifi zierc und weiter auf ihren Karyotyp und ihre 
Totipotenz hinsichtlich der Entwicklung untersucht. 

Alle ES-Zellen wurden urspriinglich aus der Vermehrung 
von Blastozysten isoliert, die vom Mausstamm 129, der 
fur das Gpi-ia-Allel homozygot ist, erhalten wurden Um 
die ES-Zellen zu modif izieren, wurden Rl-2ellen der 
Passage 16 mit verschiedenen Konstrukten 
elektroporiert; G418-resistente Klone wurden ausgewShlt 
und vor der Injektion expandiert. Es wurden die 
folgenden Konstrukte verwendet: ein c-fos 
Qberexprimierender Vektor (Wang et al., 1991) • ein soa 
"Gene-Trap-Vektor" der Bezeichnung pSAPgeo, der ein 
lacZ-neo Fusionsgen ohne Promoter enthait und die 
Eigenschaft hat, in Introns beliebiger Gene integrieren 
zu konnen (Priedrich und Soriano, 1991); ein sog 
"Gene-Targeting- Vektor", der das Pax5-Gen durch 
homologe Rekombination in Mausen unterbricht (UrbSnek 
et al., 1994); sowie ein Gene-Targeting-Vektor, der 
durch homologe Rekombination das endogene fra-1 Gen 
( Pos related antigen 1") unterbricht. (Zur Herstellung 
des fra-i Gene -Targe ting- Vektors wurden aus einer 
genomischen Mausbibliothek einige Cosmid-Klone 
isoliert, die das fra-1 Gen enthalten, und es wurden 
die Sequenz und die Exon/lntron-Organisation des 
gesamten Gens bestimmt . Auf grund dieser Information 
wurde durch homologe Rekombination in ES-Zellen eine 
Null-Mutation im fra-l-Gen eingefiihrt. Ausgehend vom 
Plasmid pGMA (Le Mouellic et al.. 1990; 1992) wurde ein 
Gene-Targeting-Vektor konstruiert. In diesem waren die 
essentiellen DNA-Bindungs- und 

Dimerisierungs(Leucinzipper)-Domanen von fra-l durch 
die bakteriellen Gene, kodierend fflr P-Galaktosidase und 
Neomycinresistenz, welche in Saugetieren als 
Reportergen bzw. selektierbarer Marker dienen, ersetzt 
Nach der Elektroporation von ES-Zellen wurden G418- 
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resistente Kolonien entweder mittels Southern Blot oder 
Parbung auf P-Galaktosidase-AktivitSt analysiert, um die 
Integration der Vektoren zu bestatigen. 

c) Gewinnung von Zwei-Zell-Embryonen; El ekt refusion: 
Zwei-Zell-Embryonen warden aus weiblichen B6CBAF1- 
MSusen am Tag 1.5 post-coitum (p.c.) isoliert und fur 
die Herstellung von tetraploiden Blastozysten verwendet 
(Pig.lA). Mittels Elektrofusion wurde Tetraploidie der 
Embryonen herbeigefuhrt, wobei das von Nagy und Rossant 
(1993) beschriebene Verfahren modifiziert wurde: Zwei- 
Zell-Embryonen wurden in einer 0.3 M Mannitollosung 
30 sec lang aquilibriert, bevor sie einzeln zwischen 
zwei Platinelektroden in 0.3M Mannitol angeordnet und 
einem kurzen Stromstofi bei 95V wShrend 30 ^sec in einem 
effektiven Feld von 2V unter Verwendung eines 
Stromstofigenerators CF-100 (Biochemical Laboratory 
Service, Budapest) ausgesetzt wurden (Pig. IB). Nach 
einer Inkubationszeit von 15 min begannen zwei 
Blastomere zu fusionieren (Fig.ic, offener Pfeil) und 
allmahlich einen Ein-Zell -Embryo zu bilden (Fiq ic 
Pfeil). ^* ' 



d) Aggregation von ES-Zellen mit Morulae; Injektion von 
ES-Zellen in Blastozysten: Fur die Aggregation wurden 
dxe Morulae entweder aus den Eileitern von trSchtigen 
Mausen (Tag 2.5 p.c.) isoliert oder aus tetraploiden 
Em-Zell -Embryonen erhalten, indem diese 24 bis 40 h 
nach der Elektrofusion kultiviert wurden. Die 
Aufarbeitung und Aggregation der ES-Zellen wurde 
durchgefuhrt, wie von Nagy et al. (1990) beschrieben. 
Dxploide Blastozysten wurden aus dem Uterus von 
trachtigen C57BL/6-Mausen (Tag 3.5 p.c.) isoliert. Um 
tetraploide Blastozysten zu erhalten. wurden die 
elektrofusionierten Ein-Zell -Embryonen 48 bis 60 h nach 
der Fusion kultiviert (M16 Medium bei 37oc in einem 
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Inkubator mit 95% Luft/5% COj; Fig. ID) . Wildtyp- oder 
genmanipulierte ES-Zellen wurden dann nach der von Wang 
et al. (1991) beschriebenen Methode in diploide bzw. 
tetrapoide Blastozysten injiziert (Fig.iE, Fig.lF) . ' 
Wahrend sich die injizierten diploiden Embryonen in der 
normalen Tragzeit entwickelten und dann naturlich 
entbunden wurden. wurden die trSchtigen Mause, die 
tetraploide Embryonen empfangen hatten, am Tag 13.5 
einem Kaiserschnitt unterzogen (Nagy et al., 1990) 
Lebensfahige F6ten, beurteilt aufgrund von Herzschlag 
und Atmung, wurden von einem Weibchen aufgezogen das 
am selben Tag oder am Vortag geworfen hatte. Einige der 
lebenden Jungen wurden auf GPI-Marker untersucht. Die 
uberlebenden ES-Mause wurden weiter mit Wildtyp- 
C57BL/6-Mausen gepaart, urn sie auf Fruchtbarkeit und 
Keimbahnvererbung zu testen. " 

e) GPl-isoenzym-Analyse: Verschiedene Gewebe von Pdten 
Oder erwachsenen Tieren, die von ES-Zellen abstammten 
wurden isoliert und in destilliertem Wasser 
zerkleinert. Die Proben wurden durch drei 
Gefrier-Muftauzyklen lysiert und, wie von Bradley 
(1987) und Wang et al. (1991) beschrieben, nach 
Proteinextraktion der GPI-Analyse unterworfen. In den 
chimaren Geweben wurde der Anteil der Zellen, die von 
ES-Zellen oder vom Wirt stammten, aus dem Verhaltnis 
der GPI-lA- bzw. GPI-iB- Isoenzymaktivitat, die in 
einem gekoppelten optischen Assay sichtbar gemacht 
wurde, geschStzt. 

f) P-Galaktosidase-Histochemie: Es vmrde die von Sanes 
et al. (1996) beschriebene Methode in modif izierter 
Porm verwendet, um die P-Galaktosidase-AktivitSt in 
fixierten intakten Embryonen zu bestimmen. Die 
Embryonen und ihre extra -embryonal en Membranen wurden 
5-10 min lang fixiert (100 mM Na-Phosphat, pH 7.4, 
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5 mM EGTA, 2 itiM MgCla , 0.2% Glutaraldehyd) , 
anschliefiend dreimal gewaschen (lOO mM Na-Phosphat 
PH 7.4, 2 mM MgClz 0.01% Na-Desoxycholat , 0.02% NP-40) 
und mit einer histochemischen Reaktionsmischung (loo mM 
Na-Phosphat, pH 7.4, 2 mM MgCl2 0.01% Na-Desoxycholat 
0.02% NP-40, 5mM K-Eisen(III)-Zyanid, 5mM K-Eisendl)- 
Zyanid und Img/ml X-Gal) gefarbt. 



Beispiel l 



Herstellung chimSrer Mause, die von diploiden Embryonen 
xmd Wildtyp-ES-Zellen stammen 

Urn das Entwicklungspotential verschiedener ES-Zellinien 
2u testen, vmrden zunachst vier verschiedene Wildtyp- 
ES-Zellinien verwendet, um chimare Mause herzustellen 
und zwar einerseits durch Aggregation der ES-Zellen mit 
dxploiden Morulae, andererseits durch deren Injektion 
xn dxploide Blastozysten. Von alien vier ES-Zellinien 
konnte gezeigt werden, daS sie in der Lage sind 
nachdem sie in diploids Maus- Embryonen eingebracht 
warden, eine hohe Chimarismusrate zu Uefem sowie 
Keimbahnchimaren mit groSer HSufigkeit zu bilden (siehe 
Tab 1, . interessanterweise wurde ein hoher Anteil von 
weiblxchen Chimaren auch mit Rl- und Jl-Zellen 
erhalten, von denen einige die Fellfarbe Agouti des 
Stammes 129/Sv an ihre Nachkommenschaft vererbten 
(Tab.l) . 
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Beispiel 2 

Herstellung lebensfahiger ES-Mause durch Aggregation 
von ES-Zellen mit tetraploiden Embryonen oder Injektion 
der Zellen in Blastozysten 

Urn tetraploide Embryonen herzustellen, erhielten Zwei- 
Zell -Embryonen einen kurzen StromstoJS, der zur Fusion 
von ca. 90% der Embryonen fiihrte. Diese Embryonen 
wurden weiterkultiviert . Es wurden funf Versuche 
durchgefuhrt, in denen sich die Embryonen mit hoher 
Prequenz zu Morulae (68-95%) und zu Blastozysten (80- 
98%) entwickelten. Die Morulae wurden fur die 
Aggregation mit ES-Zellen verwendet. die Blastozysten 
um in sie ES-Zellen zu injizieren (Pig.iE, Pig.ip) 
wurden alle vier Wildtyp-ES-Zellinien (D3. Ri, ji und 
GSl) im Hinblick auf die Herstellung von ES-MSusen 
getestet. Aus der Aggregation mit DS-Zellen wurden nach 
Kaiserschnitt 26 lebende Neugeborene erhalten. von 
denen jedoch kein einziges ikberlebte (Tab.2) . Ebenso 
konnten aus Jl-Zellen keine lebensfShigen ES-MSuse 
erhalten werden (Tab.2) . im Gegensatz dazu ergaben Rl- 
Zellen nach Aggregation mit tetraploiden Morulae ES- 
Mause mit ahnlicher Haufigkeit (siehe Tab.2) wie von 
Nagy et al., 1993 beschrieben. 

Da die Methods der Injektion von ES-Zellen in diploide 
Blastozysten hinsichtlich Chimarenbildung ahnlilch 
effizient war wie die Aggregationsmethode (siehe auch 
wood et al., 1993), wurde als nachstes untersucht, ob 
ES-MSuse mittels Injektion von Wildtyp-ES- Zellen in 
tetraploide Blastozysten erhalten werden konnen Bei 
Verwendung von D3 -Zellen aus Passage 9 konnte ein 
relativ hoher Anteil (28%) von vollentwickelten Foten 
am Tag 18.5 p. c. (E18.5) mittels Kaiserschnitt erhalten 
werden (Tab.2); die Neugeborenen konnten jedoch die 
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Atmung nicht aufrecht erhalten und starben kurz darauf 
Interessanterweise wiesen diese Neugeborenen ein 
hoheres Korpergewicht sowie Polydaktylidie auf . Von 36 
tetraploiden Blastozysten, die mit Rl-Zellen (Passage 
14) injiziert worden waren, wurden neun lebensfShige 
Junge mittels Kaiserschnitt zum Zeitpunkt E18.5 geboren 
(Tab.2) . Punf davon konnten die Atmung aufrecht 
erhalten und wurden von einer Ammenmutter aufgezogen 
Bedauerlicherweise waren zwei Junge nach 7 Tagen nicht 
auffindbar und eines starb im Alter von 5 Wochen. Zwei 
dieser ES-Mause flberlebten bis zum Erwachsenenalter und 
zeigten vollstSndige Keimbahnvererbung (Tab.2) Nach 
Injektion von GSl-Zellen in 54 tetraploide Blastozysten 
entwickelten sich 17 Ena>ryonen in der normalen Tragzeit 
(Tab.2) . sechs Junge wurden mittels Kaiserschnitt 
geboren und konnten ihre Atmung aufrecht erhalten. Punf 
Junge starben innerhalb von 48 h, und eine ES-Maus 
uberlebte bis zum Erwachsenenalter und vererbte das aus 
ES-Zellen stammende genetische Material an die 
Nachkoramenschaf t (Tab . 2 ) . 

Beispiel 3 

Herstellung von ES-Mausen mit genetisch modifizierten 
ES-Zellklonen 

Nachdem aus tetraploiden Blastozysten, in die Ri- oder 
GSl^ Wildtyp-zellen injiziert worden waren, lebensfahige 
ES-Mause entstanden waren, wurde als nachstes 
untersucht, ob die erfindungsgemaSe Methods auch 
geeignet ist, nrutante ES-Mause aus genetisch 
manipulierten ES-Zellen zu liefern. Als erstes wurden 
^-Zellen mit dem c-fos-Expressionsvektor elektroporiert 
und zwex G418-resistente Klone der Bezeichnung R-iss 2 3 
und R-169.2.5 fi^ die injektion in tetraploid! 
Blastozysten verwendet (die Rl-Klone wurden vor ihrer 
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Injektion in Blastozysten uber mehr als 24 Passagen 
kultiviert). Klon R-169.2.5 wurde in insgesamt 103 
Blastozysten injiziert; es wurden zwolf Neugeborene 
mxttels Kaiserschnitt erhalten. Drei von ihnen hielten 
die Atmung aufrecht, starben aber nach 48 h. Klon R- 
169.2.3 ergab eine hohere Zahl von uberlebenden 
Neugeborenen; 23 Junge waren nach dem Kaiserschnitt 
lebensfahig, zwolf davon vmrden von einer Ammenmutter 
aufgezogen {Tab.2) . Leider starben sieben Neugeborene in 
den ersten drei Tagen aufgrund ungenugender Pf lege durch 
dxe Ammenmutter. Zwei weitere Mause gingen wahrend der 
Entw6hnungsphase verloren. Drei Mause uberlebten bis zum 
Erwachsenenalter. Nachdem mittels Southern Blot Analyse 
bestatigt worden war, dafi das Transgen auf die 
Nachkontmen vererbt wurde. wurden zwei transgene Linien 
etabliert . 

In einem weiteren Versuch wurde ein Rl-Klon der 
Bezeichnung R-fra 3 (fra-1 +/-) aus Passage 24 
verwendet, in dem ein Allel des fra-i-Gens durch 
homologe Rekombination unterbrochen ist. R-fra 3-Zellen 
wurden in 48 tetraploide Blastozysten injiziert; mittels 
Kaiserschnitt wurden acht lebende Junge erhalten. Vier 
von funf von einer Anrniennnitter aufgezogene Neugeborenen 
erreichten das Erwachsenenalter, von drei davon konnte 
bestatigt werden, dafi sie das mutierte Allel (fra-1 +/-) 
an die Nachkonunen vererbten (Tab.2). Die weibliche 
chimare Maus war steril, was in, Gegensatz zu den mit 
Wildtyp-Ri-Zellen erhaltenen Ergebnissen stand, wo mit 
diesen Zellen und diploiden Embryonen Chimaren-Weibchen 
erhalten wurden, die Kein4)ahn-Nachkotnmen hervorbringen 
konnten. 
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Beispiel 4 



GPI -Analyse in Geweben von ES-F6ten und ES-Mausen 

Um zu bestatigen, dafi die nach den obigen Beispielen 
erhaltenen Foten und erwachsenen Mause tatsachlich 
ausschliefilich von ES-Zellen abstaimien, wurde eine GPI- 
Analyse durchgef^Shrt, mit der der Beitrag der ES-Zellen 
zur Gewebsbildung bestimmt werden kann. Aus den 
Versuchen, in denen eine Aggregation vorgenommen worden 
war, zeigten alle elf P6ten aus D3-Zellen, einer aus Rl- 
Zellen und einer aus Jl-Zellen in alien untersuchten 
Geweben eine 100%ige Abstammung von ES-Zellen (Tab.3) . 
Ein von Rl-Zellen abgeleiteter F6tus wies einen kleinen 
Gewebsanteil (ca. 10%) im Herzen auf, der von 
Wirtszellen abstammte, wobei die anderen untersuchten 
Gewebe auaschlieSlich von ES-Zellen abstammten (Fig.2A, 
Tab.3). GleichermaSen statnmten die meisten ES-F6ten und 
alle Rl- und GSl-abgeleiteten erwachsenen ES-MSuse, die 
mittels Injektion der Zellen in tetraploide Blastozysten 
hergestellt worden waren, ausschliefilich von ES-Zellen 
ab, mit der Ausnahme von zwei der D3-abgeleiteten Foten 
(E18.5), die in Herz, Lunge und Leber einen Beitrag von 
Wirtszellen im AusmaS von 10 bis 50% aufwiesen. 
Bemerkenswerterweise zeigten vier von Rl-Zellen 
abstatnmende Foten bereits im frOhen Stadium (Tag 13. s 
p.c.) ausschlieElich den BS-spezifische GPI-iA Marker 
(Tab.3) . Zusatzlich wurden die Nachkommen der von Rl 
abstammenden ES-Mause mittels GPI -Analyse untersucht 
wobei gezeigt werden konnte, dafi sie von ES-Zellen 
abstammen. 



ES-F6ten und erwachsene Mause, die durch Injektion von 
genetisch modif izierten Rl-Zellen in tetraploide 
Blastozysten hergestellt worden waren, wurden ebenfalls 
nattels GPI -Analyse untersucht. Von Geweben von zwei 
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neugeborenen Jungen (E18.5), die votn ES-Klon R-169 2 5 
abgeleitet waren, zeigte sich, dafi sie vollstandig von 
ES-Zellen abstammten. Die GPI -Analyse von drei Tage 
alten Jungen (abgeleitet von D3-Zellen) und erwachsenen 
MSueen, die mit Rl-Zellen hergestellt worden waren, die 
entweder ein c- fos -Transgen flberexpritnierten (R-169 2 3) 
Oder ein inaktiviertes Allel von fra-l (R-fra 3) 
aufwiesen. zeigte in alien untersuchten Geweben, daS 
diese zu 100% von ES-Zellen abstammten (Tab.B) . Des 
weiteren wurden an den Nachkommen dieser ES-Mause GPI- 
und Southern Blot -Analysen durchgef uhrt . Dabei wurde 
bestttigt, dais nur der GPI - lA-Marker in alien Nachkommen 
yorhanden war; einige erbten auch entweder das Transgen 
ic-fos) Oder das unterbrochene Allel fra-1. Fig.2A zeigt 
dxe GPI -Analyse von neugeborenen ES-Mausen, die von Ri- 
Zellen stammen. Alle Gewebe, aufier Plazenta und Herz 
enthielten nur den GPI-iA-Marker. was auf eine 100%ige 
Abstammung von ES-Zellen hinweist. Fig.2B zeigt die GPI- 
Analyse der Nachkotranenschaft einer ES-Maus: Das Blut von 
vier Jungen einer erwachsenen ES-Maus enthielt 
ausschliefilich das GPl-iA-Isoenzym, was die ES- 
Abstainmung der Nachkommenschaft bestatigt. 



Bei spiel 5 



Vergleich der Genexpressionsmuster von ES-Zell-Enibryonen 
und Keimbahn-Embryonen 

urn die Eignung des erf indungsgemaSen Verfahrens zur 
Heretellung von ES-MSusen fiir die Untersuchung von 
Gene^ression und mutanten Phanotypen zu prufen, wurde 
untersucht, wann und wo spezifische Gene in ES-Zell- 
Ernbryonen und in Keimbahn-Embryonen exprimiert wurden. 
Fur dxese Untersuchung wurden zwei genetisch 
manipulierte ES-Zellklone, die das lacZ-Reportergen 
enthielten, ausgewahlt, wobei einer zu einem sehr 
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beschrankten JacZ-Expressionsmuster fuhrte (PaxS +/- es 
Klon D3-15; UrMne. et al . , 1994); wahrend der andere 
erne ausgedehnte P-Galaktosidase-Parbung ergab (vgl 
unten) . Fig.3 zeigt den Vergleich der lacz-Genexpressiox, 
in BS-F6ten (Pig.3A,C) mit der in Poten, die 
heterozygoten Kreuzungen (Pig.3B,D) stammten. E9 5- 
E^ryonen, erhalten von tetraploiden Blastozysten die 
mxt dem Klon D3-15 injieiert worden waren, zeigte^ eine 
spezifxsche Expression des lacZ-Gens an der Grenze 
zwischen Mittel- und Hinterhix. (Pig.3A, pfeii) . dieses 
Farbenu^ster war identisch .it de. von EnO^ryonen, die aus 
heterozygoten Kreuzungen erhalten wurden (Pig aB- siehe 
auch urb.nek et al . . 1994). Der zweite untersuch;e L 
Klon war ein RX-Klon der Bezeichnung R-pgeo3, der aus 
exnem Gene -Trap -Experiment erhalten wurde. R-pgeo3- 
zellen wurden in diploide und tetraploide Blastozysten 
TT.T' ^^Ploi^en En^ryonen ergaben 

ruchtbare Chi^^ren, einige von ihnen vererbten dfs 
Iac2-Transgen an ihre Nachkommen. Es dauerte ca. vier 
bxs funf Monate, eine solche transgene Mauslinie zu 
etabUeren und Ernbryonen aus heterozygoten Kreuzungen 
yerfugbar zu haben. Embryonen, erhalten mittels 
Injektion von R-Pgeo3-Zellen in tetraploide 
Blastozysten, wurden am Tag 8.5 isoliert und auf 
P-Galaktosidase-Aktivitat gefarbt . im gesamten 

Pf!nr"^';:.r'^°' ^-"-^^-n (Pig.3c, offener 
Pfeil) und Allantois wurde eine intensive Farbung 
nachgewiesen, nicht jedoch im Dottersack (Fig.sc, 
Pfexl) . Dxeses Farbemuster war identisch mit dem 
Parbemuster in heterozygoten Embryonen, die nach 
heterozygoter Kreuzung erhalten worden waren (Fig. 3D, 
D ese Ergebnisse zeigen, daS das Expressionsmuster d s 
Transgens in ES-Mausen Qber Keimbahnvererbung 
zuverlassig erhalten bleibt. 
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Patentanspruche 

Verfahren zur Herstellung von Saugetieren, die von 
totipotenten Zellen abgeleitet sind, mit 
definierten genetischen Eigenschaften, insbesondere 
transgenen Saugetieren, bei dem totipotents Zellen 
derselben Saugetierspezies in Blastozysten 
eingefOhrt werden und der erhaltene Embryo in eine 
Anuneninutter transferiert wird, dadurch 
gekennzeichnet, daS totipotente Zellen mit 
definierten genetischen Eigenschaften in 
tetraploide Blastozysten eingef^ihrt werden. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daS die Saugetiere Mause sind. 

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dafi Blastozysten verwendet werden 
die mittels Elektrofusion von Zwei-Zell-Embryonen' 
und anschlieSender Zuchtung erhalten wurden. 

4. Verfahren nach einem der AnsprQche 1-3, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die totipotenten Zellen 
embryonale Stammzellen sind. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 - 3, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die totipotenten Zellen 
embryonale Keimzellen sind. 

6. verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die totipotenten Zellen 
mttels Mikroinjektion in tetraploide Blastozysten 
eingefOhrt werden. 



3. 
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8 



Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, daS genet isch manipulierte 
totipotente Zellen verwendet werden. 

Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet 
dafi die genetisch manipulierten totipotenten Zellen 
durch Einfiihrung von Plasmiden, die die gewunschte 
genetische Veranderung tragen, erhalten wurden 
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